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(57) Abstract 

The invention concerns a testing device for determining analytes in a liquid dairy product by capillary migration of said dairy product, 
comprising a solid support (I) having a first and a second end, whereon are fixed, successively, starting from the first end: a membrane (2) 
for purifying the analysed liquid, a membrane (3) whereon one or several capturing substances are immobilised, and an absorbing membrane 
(4). The invention also concerns a method for detecting and quantifying analytes in a liquid dairy product by means of said testing device 
and a testing kit comprising said testing device. 

(57) Abrege* 

La presente invention se rapporte a un dispositif d'essai permetiant de de*tecter la prdsence d'analytes dans un produit laitier liquide 
par migration capillaire dudit produit laitier, comprenant un support solide (I) qui possede une premiere et une seconde extremity sur 
lequel sont fixies, successivement, en partant de la premiere extr6mite\ une membrane (2) permettant la purification du liquide analyse*, une 
membrane (3) sur laquelle une ou plusieurs substances de capture sont immobilizes, et une membrane (4) absorbante. Elle se rapporte 
egalement a un procdd6 permettant la dftection et la quantification d'analytes dans un produit laitier liquide grace a ce dispositif d'essai 
ainsi qu'a une trousse d'essai comprenant ce dispositif d'essai. 
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Dispositif d'essai pour la determination d'analytes dans un pr duit laitier liquide. 

La presente invention se rapporte a un dispositif d'essai pour la determination 
d'analytes dans un produit laitier liquide tel que le lait. Elle concerne egalement un 
5 precede permettant la detection et la quantification d'analytes dans le lait grace a ce 
dispositif d'essai ainsi qu'une trousse d'essai comprenant ce dispositif d'essai. 

A l'heure actuelle, les exigences sanitaires de nombreux pays imposent de 
controler regulierement la presence de diverses substances dans les produits laitiers, 
tels que medicaments veterinaires et hormones, couramment utilises dans l'elevage du 

10 betail. Pour des raisons medicales evidentes, ces substances doivent etre evitees dans 
les produits laitiers destines a la consommation humaine. 

Dans d'autres cas, il est souhaitable de disposer de tests permettant de detecter 
la presence de substances endogenes dans le lait afin d'optimiser les pratiques 
d'elevage du betail. En paruculier, la determination rapide du taux dtiormones dans 

15 le lait permet d'identifier facilement les periodes propices a la reproduction. 

Dans d'autres cas encore, on recherche des methodes pratiques et fiables pour 
controler l'origine des produits laitiers derives des laits de diverses especes animates. 
On recherche alors des methodes qui permettraient d'identifier la presence de 
proteines caracteristiques du lait de certaines especes par rapport a d'autres. 

20 Par ailleurs, divers tests sont connus dans la litterature pour la detection 

d'analytes dans des liquides biologiques. Ces tests utilisent generalement des 
methodes de detection faisant appel a un agent de reconnaissance (recepteur ou 
anticorps) qui reconnait specifiquement l'analyte ou un analogue de cet analyte, et a 
un agent de marquage (radioelement, enzyme, agent fluorescent t etc.) ci-apres 

25 denommes reactifs de detection. En fonction des elements choisis, on parlera de 
radioimmunoessai (RIA), de radiorecepteuressai (RRA), d'enzymeimmunoessai (EIA) 
etc. Dans leur principe general, ces tests font appel a la combinaison minimale des 
deux elements precites (reactifs de detection) qui permettra d'obtenir un resultat dont 
la valeur est une indication de la quantite d'analyte present. 

30 II convient de remarquer qu'en fonction de la methode de detection choisie, 

Tagent de marquage peut etre couple soit a Tagent de reconnaissance soit a Tanalyte 
ou a une substance analogue de l'analyte du point de vue de sa reconnaissance par 
l'agent de reconnaissance. 11 existe egalement des procedes dans lesquels 1'agent de 
reconnaissance ou l'analyte ou la substance analogue de l'analyte contient 

35 intrinsequement l'agent de marquage (par exemple un analyte marque 
radi activement). 
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detection d'analytes dans les produits laitiers liquides. !es met nodes recherchees 
devant permettre la determination fiable de differents types d'analvtes, de preference 
au moment de la collecte a la ferme. La demanderesse a done recherche une methode 
qui permette tres rapidement d'obtenir un resultat fiable et sensible en un nombre 
5 limite d'e tapes simples, ne requerant pas de savoir-faire experimental particulier. En 
outre, la demanderesse a recherche une methode fournissant un resultat facilement 
detectable visuellement et pouvant en outre faire l'objet d*une quantification par 
mesure instrumentale. 

La demanderesse vient maintenant de decouvrir que ces objectifs peuvent etre 
10 atteints grace a 1 "utilisation d'un nouveau dispositif d'essai permettant de determiner 
aisement la presence d'analytes dans les produits laitiers liquides, en particulier, le 
lait. 

C'est pourquoi la presente invention conceme un dispositif d'essai permettant de 
detecter la presence d'analytes dans un prod u it laitier liquide par migration capillaire 
15 tangentielle dudit produit laitier. Le dispositif d'essai selon Tinvention comprend un 
support solide (1) qui possede une premiere et une seconde extremite, sur lequel sont 
fixees, successivement, en partant de la premiere extremite, 

- une membrane (2) permettant la purification du tfquide analyse, 

une membrane (3) sur laquelle une ou plusieurs substances de capture sont 
20 immobilisees, et 

une membrane (4) absorbante, 
caracterise en ce que la membrane (2) est capable de retenir les substances presentes 
dans le produit laitier, qui empechent la migration sur le dispositif d'essai des analytes 
eventuellement presents dans le produit laitier et des reactifs de detection utilises 
25 selon la methode pratiquee, et ce, lors de la migration capillaire tangentielle de 
Techantillon apres trempage de la premiere extremite du dispositif d'essai dans le 
produit laitier analyse. 

Selon un mode dlmplementation particulier de Tinvention, le dispositif d'essai 
selon la presente invention possede en outre une membrane (5) sur laquelle au moins 
30 un reactif de detection a ete depose, ce reactif de detection etant capable de se 
solubiliser rapidement en presence dudit produit laitier. Selon ce mode 
d'implementation particulier, la membrane (5) doit etre situee avant la membrane (3). 
Elle peut etre situee, par exemple, soit avant la membrane (2) a la premiere extremite 
du dispositif, soit entre la membrane (2) et la membrane (3) ou encore en dessous ou 
35 au dessus de la membrane (2). 

Les differentes membranes presentes dans le dispositif d'essai selon la presente 
invention se superposent a leurs extremites de maniere a assurer la migration 
continue du produit laitier d'une zone a 1'autre. De preference, la membrane (3) est 
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placee de maniere a ce que son extremite proximale soit placee en dessous de la 
membrane (21 et son extremite distale en dessous de la membrane (4). Les membranes 
peuvent eventuellement etre maintenues en contact les unes avec les autres grace a 
un film plastique adhesif (6). Dans ce cas, Ie film plastique adhesif est choisi de 
5 maniere a ne pas affecter la migration du liquide sur le dispositif d'essai. 

L'option de couvrir le dispositif d'essai par un film plastique adhesif presente 
deux avantages: il assure un contact parfait a la superposition des membranes et 
constitue un film protecteur. Le film plastique adhesif (6) peut soit recouvrir 
completement les membranes (2), (3), (4) et (5), soit recouvrir partiellement les 
10 membranes individuelles. De preference, le film plastique adhesif (6) ne recouvre pas 
les premiers millimetres de la premiere extremite de maniere a permettre une 
migration plus rapide du liquide sur la membrane (2) du dispositif d'essai. 

Les Figures 1 a 3 illustrent des exemples de dispositifs d'essai selon la presente 
invention. Les Figures la, 2 et 3 presentent des vues frontales et la Figure lb 
15 presente une vue en section longitudinale. 

Le support solide (1) present dans le dispositif d'essai selon la presente 
invention est en verre ou en matiere plastique, de preference, en matiere plastique. 
Dans le cas d'un support en matiere plastique, son epaisseur est generalement 
comprise entre 0,05 et 1 mm, de preference entre 0,1 et 0,6 mm. Les membranes sont 
20 fixees sur le support solide (1) grace a un adhesif. 

La membrane (2) peut etre de differents types. D'une part, elle doit etre capable 
de retenir les substances presentes dans le produit laitier qui empechent la migration 
sur le dispositif d'essai des analytes eventuellement presents dans le produit laitier et 
des reactifs de detection utilises selon la methode pratiquee. D'autre part, elle doit 
25 permettre la migration rapide des analytes et reactifs de detection sur le dispositif 
d'essai, tout en preservant Tactivite de ces analytes et reactifs de detection lors de 
cette migration. Des exemples non limitatifs de membranes permettant d'obtenir ce 
resultat sont Cytosep 1663 et Leukosorb LK4 (disponibles chez Pall Gelman Sciences), 
GF/D, GF/DVA, 17CHR (disponibles chez Whatmann) et fibre de verre de type GF141 
30 (disponible chez Alstrom). 

La membrane Leukosorb utilisee de preference est une membrane fabriquee a 
partir de fibres de polyester non tissees, destinee a la retention de leukocytes a partir 
d'echantillons cliniques issus du sang, de l*urine, de la salive et du liquide cerebro- 
spinal. La retention des leukocytes est realisee par filtration du fluide, par passage 
35 transversal a travers la membrane. 

La demanderesse a decouvert de facon inattendue que ces types de membranes 
permettent egalement d'assurer une fonction tres importante p ur la d'tection 
d'analytes dans un produit laitier grace aux dispositifs d'essai selon la presente 
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substance de capture permet de completer les informations quantitatives fournies par 
les substances de capture precedentes^ 

La determination d'une fixation sur la membrane (3) (etape c) du procede) 
s'effectue simplement en determinant la presence de. Marqueurs dans cette zone. 
5 Cette determination est possible simplement visuellement. Toutefois. si Ton desire 
avoir une mesure precise de I'intensite des signaux observes, on peut avoir recours a 
un appareil capable de mesurer I'intensite du signal observe. Lorsqu'on utilise une 
Reference, elle est fixee par une substance de capture specifique qui fournit une 
reference interne pour la mesure de I'intensite des signaux observes. 

10 [/interpretation du resultat obtenu depend de la methode de detection 

pratiquee, a savoir, des reactifs de detection et substances de capture utilisees. 

Par rapport aux precedes de detection d'analytes dans le lait precedemment 
decrits dans la litterature, le procede selon la presente invention presente les 
avantages suivants. En premier lieu, ce procede est tres rapide et extremement simple 

15 a mettre en oeuvre: il comporte essentiellement deux etapes de manipulation aisee, ne 
requerant pas de savoir-faire experimental particulier. Ensuite, l'appreciation 
qualitative et quantitative du resultat est immediate et ne necessite pas d 'operations 
supplementaires particulieres, telles que celles requises lorsque la detection est 
effectuee par des colorants et/ou marqueurs enzymatiques. En outre, ce procede est 

20 directement applicable pour la detection de differents types d'analytes. Enfin, dans 1 
mode d'implementation utilisant une Reference, le resultat est directement 
interpretable et quantifiable, sans qu'il soit necessaire d'avoir recours a un ou 
plusieurs tests de reference. 

La presente invention concerne aussi une trousse d'essai pour la detection 

25 d'analytes dans un produit laitier comprenant un dispositif d'essai selon la presente 
invention. Le cas echeant, la trousse d'essai selon la presente invention peut 
egalement contenir les reactifs de detection a ajouter a 1'echantiUon avant la mise en 
contact du produit laitier avec le dispositif d'essai. 

30 

Les exemples qui suivent illustrent differents aspects et modes 
d'implementation de la presente invention sans toutefois en limiter sa portee. 

Exemple 1. Fabrication des dispositifs d'essai. Modes operatoires generaux. 
35 1.1. Assemblage de cartes membranaires. 

Des cartes ayant une taille de 300 x 76,2 mm sont d'abord assemblees au moyen 
d*un laminateur de type Chlamshell Laminator (disponible chez Bio Dot, Inc.) selon la 
methode suivante: 
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On decoupe un rectangle de support plastique de type ArCare 3565 idisponib-e 
chez Adhesive Research) de dimension 300 x 76,2 mm (support solide (11). On 
decoupe ensuite un rectangle de membrane Leukosorb LK4 (disponibie chez Pall 
Gelman Sciences) de dimension 300 x 20 mm (membrane (2)), un rectangie de 
5 membrane Hi-Flow SX (disponibie chez Millipore) de dimension 300 x 25 mm 
(membrane (3)), un rectangle de membrane de cellulose 3 mm (disponibie chez 
Whatmann) de dimension 300 x 40 mm (membrane (4)) et un rectangle de membrane 
Accuwick (disponibie chez Pall Gelman Sciences) de dimension 300 x 0,8 mm 
(membrane (5)). 

10 On loge successivement ies membranes (2) et (4), puis (5), puis (3) dans un 

emplacement specifique du moule inferieur du laminateur. Le support solide (1) 
recouvert d adhesif est quant a lui maintenu dans le couvercle de l'appareil. le cote 
adhesif etant expose a Tair. Les membranes logees dans le moule inferieur sont mises 
en contact avec le support adhesif en refermant le laminateur; les membranes sont 

15 raaintenues exactement en place au moyen d'une succion d'air realisee par une porape 
a vide. Lorsque le vide est rompu, on recupere une cane constitute du support solide 
(1) sur lequel les membranes (2), (3), (4) et (5) sont fixees. 

1 2. Depot des substances de capture sur la membrane (3). 

20 Le depot des substances de capture sur la membrane (3) est effectue avant ou 

apres Tassemblage selon Texemple 1.1. 

On prepare une solution aqueuse contenant la substance de capture. EUe est 

deposee sur la membrane (3) de la carte membranaire preparee a Texemple 1. 1. au 

moyen d'un "Dispenser* de type X-Y Platform Biojet Quanti-3000 de Bio Dot, Inc. 
25 Les solutions deposees sont immediatement evaporees en placant Tensemble de 

la carte pendant une minute sous un air pulse chaud a 60°C. 

1.3. Depot de la substance de marquage sur la membrane (5). 

a) Avant Vassemblage selon Texemple 1.1. 

30 On prepare une solution aqueuse contenant la substance de marquage. La 

membrane (5) est immergee dans cette solution. EUe est ensuite egouttee, puis sechee 
une nuit a temperature ambiante sous un vide de 0,5 bar. 

b) Apres Tassemblage selon Texemple 1.1. 

On procede selon le mode operatoire decrit a Texemple 1.2. pour le depot des 
35 substances de capture. 

1.4. Depot du film plastique adhesif (6). 
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On decoupe un reciangie de film adhesif du type ArCare 7759 (disponible chez 
Adhesive Researchi de dimension 300 x 20 mm pour un recouvrement partieh et 300 x 
71.2 mm pour un recouvrement de routes les membranes. 

La carte obtenue selon l'exemple 1.1. est placee dans le moule mferieur d'un 
5 laminateur et le Rim adhesif est place dans le couvercle du laminateur, le cote adhesif 
etant expose a l'air. Le film plastique adhesif est mis en contact avec la carte 
membranaire lors de la fermeture de I'appareil. 

1.5. Decoupe en lamelles. 

10 Les cartes obtenues apres assemblage sont decoupes en lamelles a l'aide d'un 

appareil de type guillotine ou a l'aide d'un appareil rotatif (disponible chez Bio Dot, 
Kinematic ou Akzo). Les lamelles des extremites sont ecartees. les autres lamelles 
etant pretes a Temploi. 

Pour leur conservation, les dispositifs d'essai sont places dans un recipient 

15 opaque et hermetique en presence d'un agent dessicant (Silgelac, France). 

1.6. Presentation dans un carter plastique. 

On place le dispositif d'essai dans un boitier plastique qui presente deux 
ouvertures: la premiere, en forme de cuvette, est placee juste au-dessus de la 
20 membrane (2), et permet de recevoir le liquide a analyser; la seconde est une fenetre 
d'ouverture permettant de visuiaiiser le resultat sur la membrane (3). 

Exemple 2. Detection d'antibiotiques a noyaux P-lactame dans le lait au moyen de 
1'enzyme R39. 
25 2.1. Identifiant. 

L'identifiant utilise dans cet exemple est La D-alanyl-D-alanine-carboxypeptidase 
exocellulaire soluble produite par Actinomadura R39 obtenue selon le mode operatoire 
decrit dans J.-M. FRERE et al., Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 18(4), 506- 
510 (1980). 

30 

2.2. Couplage de lldentifiant au Marqueur. 

2.2.1. Biotinylation de lldentifiant. 

250 m1 d*une solution aqueuse d'enzyme R39 a 1 mg/ml sont dialyses pendant 
24 heures contre 500 ml de tampon HNM (Hepes 10 mM, pH 8, NaCl 10 mM, MgClQ 5 
35 mM). On ajoute alors a cette solution d'enzyme R39 dialysee, 2 ml de tampon 

bicarbonate (0,1 M en bicarbonate de sodium, pH 9) et 250 pi d^ne solution d'ester 6- 
(biotinamido)caprolque de N-hydroxy-succihimide a 5 mg/ml dans de la DMF anhydre. 
Cette solution est agitee doucement sur agitateur p ur tubes sur axe rotatif d type 
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LAB1NCO (disponible chez VEL, Belgique) a une vitesse de 2 lours/minute pendant 3 
heures a temperature ambiante et a I'abri de la.lumiere. La solution ainsi obtenue est 
dialysee contre du tampon HNM (Hepes 100 mM; pH 8. NaCl 100 mM ? MgCl 2 50 mM) 
pendant 24 heures. De cette maniere, on obtient une solution d'enzyme R39 biotinylee 
5 que Ton dilue dans du tampon HNM-BSA (Hepes 500 mM; pH 8. NaCl 500 mM. MgCl 2 
250 mM, BSA 10 mg/m!) jusqu'a une concentration de 100 ng d'enzyme R39 par ml de 
tampon. Cette solution est stockee a -20°C. 

2.2.2. Marqueur. 

10 Comme Marqueur, on utilise des particules d'or ayant un diametre de 40 nm,. 

sur lesquelles un anticorps de chevre anti-biotine a ete depose sous la forme de 

suspensions dans une solution aqueuse de tetraborate de sodium a 2 mM a pH 7,2. 

stabilisee par de l'azoture de sodium a 0, 1% (disponible chez BRITISH BIOCELL (Ref. 

GAB40). La densite optique de ces suspensions a 520 nm est d'environ 10 et la 
15 concentration en proteine est d'environ 24 pg/ ml. 

2.2.3. Couplage de lldentinam biotinyle au Marqueur. 
Solution A pour test rapide 

La solution d'enzyme R39 biotinylee preparee a Texemple 2.2.1. est diluee 25 fois 
20 par du tampon HNM-BSA (Hepes 500 mM, pH 8, NaCl 500 mM, MgCl 2 250 mM, BSA 
10 mg/ml). On melange a temperature ambiante 17,5 parties en volume de cette 
solution diluee d'enzyme R39 biotinylee, 9,27 parties en volume de suspension de 
particules d'or servant a marquer renzyme R39 et 6 parties en volume de suspension 
de particules d'or de reference (voir exemple 2.3). 
25 ■ 

Solution B pour test sensible 
La solution d'enzyme R39 biotinylee preparee a rexemple 2.2.1. est diluee 50 fois 
par du tampon HNM-BSA (Hepes 500 mM, pH 8, NaCl 500 mM, MgCl 2 250 mM, BSA 
10 mg/ml). On melange a temperature ambiante 17,5 parties en volume de cette 
30 solution diluee d'enzyme R39 biotinylee, 9,27 parties en volume de suspension de 

particules d'or servant a marquer l'enzyme R39 et 6 parties en volume de suspension 
de particules d'or de reference (voir exemple 2.3). 

2.3. Reference 
35 Comme Reference, on utilise des particules d'or de 40 nm sur lesquelles un 

anticorps de chevre anti- Immunoglobulin de lapin a ete depose. Ces particules sont 

disponibles chez BRITISH BIOCELL (Ref. GAR40), sous la forme de suspensions dans 

une solution aqueuse de tetraborate de sodium a 2 mM a pH 7,2, stabilisee par de 



BNSOOCtO: <WO_ 9^B439A1.l_> 



WO 99/18439 



16 



PCT/BE98/00147 



i'azoture de sodium a 0,1%. La densite optique de ces suspensions a 520 nm est 
d'environ 3 et la concentration en proteine est d'environ 6 ug/ml. 

2.4. Substances de capture. 

5 2.4.1. Premiere substance de capture. 

8 mi d'une solution contenant 213 mg de Gamma Globuline Humaine (G4386, 
Sigma) et 8,6 mg de chlorhydrate de 2-Iminothiolane (Aldrich, 33056-6) dans du 
tampon carbonate de sodium (100 mM, pH9) sont incubes pendant une heure a 25°C. 

Par ailleurs, 20 ml d'une solution contenant 119,8 mg de cephalosporine-C et 54 
10 mg de sulfosuccinimidyl 4-(N-maleimidomethyl)cyclohexane-l-carbox>'late (sSMCC, 
22322 Pierce)dans du tampon carbonate de sodium (100 mM, pH9) sont incubes 
pendant une heure a 25°C. 

Les deux solutions preparees precedemment sont ensuite melangees. On ajuste 
le pH de la solution resultante a 7,1 par ajout de 3 ml NaH2P04 500 mM et l*on incube 
15 pendant deux heures a 25°C. Le melange obtenu apres incubation est dialyse trois 
fois contre 1 litre de tampon phosphate de sodium (10 mM, pH 7,5). La solution 
resultante est filtree sur un filtre a 0,22 pm, puis elle est aliquotee et congelee a -20°C 
jusqu'a utilisation. 

Lors de l*utilisation, les aliquots sont decongeles, et on y ajoute un colorant 
20 alimentaire avant d'effectuer le depot sur la membrane afm d'apprecier a tout moment 
la position exacte du depot et la qualite du trait. 

La premiere substance de capture permet de fixer les Identifiants couples aux 
Marqueurs libres excedentaires par rapport a la quantite d'antibiotique present dans 
Techantillon. 

25 

2.4.2. Deuxdeme substance de capture. 

Pour la deuxieme substance de capture, on utilise une solution 
d'immunoglobuline de lapin (Sigma I 5006) a une concentration de 0,5 mg/ml en 
immunoglobultne dans du tampon phosphate de sodium 10 mM, pH 7,5, gamma 
30 globuline humaine 5 mg/ml. Cette seconde substance de capture arrete la Reference 
lors de la migration du liquide sur le dispositif d'essai. 

2.5. ' Dispositif d'essai. 

On utilise des dispositifs d'essai contenant les membranes (2), (3) et (4), 
35 assembles selon le mode operatoire decrit a l'exemple 1.1. La membrane (3) de ces 
dispositifs porte du cote proximal la substance de capture decrite a Texemple 2.4.1. et 
du cote distal la substance de capture decrite a Texemple 2.4.2. Les substances de 
capture ont ete deposees selon le procede decrit a Texemple 1.2. 
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2.5.1. Test 1 - Test rapide 

On prepare sept echantillons de lait contenant respectivement 0; 2; 4; 5; 6; 8 et 
10 ppb cie peniciliine G. Chacune de ces solutions est alors analysee de la maniere 
5 suivante. 

On preleve un aliquot de 200 ul d'echantillon de lait et 32.8 pi de solution A 
preparee a lexemple 2.2.3. que Ton place dans un tube Eppendorf. Ce melange est 
incube pendant 3 minutes a 47°C. On place ensuite un dispositif d'essai verticalernent 
dans le tube Eppendorf de maniere a ce que la premiere extremite du dispositif d'essai 

10 soil en contact avec le melange. On laisse migrer le melange sur le dispositif d'essai 
tout en incubant l'ensemble pendant 2 minutes a 47°C. 

Le Tableau 1 ci-dessous reprend les resultats obtenus pour les 7 echantillons 
testes. Une valeur d'intensite allant de 0 a 10 est attribute aux bandes detectees, la 
valeur 10 etant donnee pour la bande la plus intense et la valeur 0 etant donnee pour 

15 la bande la moins intense. Selon cette echelle, on attribue une valeur 6 a la bande de 
reference. L'intensite du signal observe dans la premiere bande de detection est 
inversement proportionnelle a la quantite de peniciliine G presente dans rechantillon. 

Tableau 1 



20 Peniciliine G Intensite 

fppbl lere bande 2eme bande 

0 10 6 

2 8 6 

4 5 6 

25 5 3 6 

6 2 6 

8 1 6 

10 0 6 



30 Dans cet exemple, lorsque la premiere bande a une intensite inferieure a celle de 

la bande de reference, le test est considere comme positif. Les resultats presentes 
dans le Tableau 1 montrent que ce test permet de detecter en 5 minutes jusqu'a 4 ppb 
de peniciliine G dans un echandllon de lait. 

35 2.5.2. Test 2 - Test sensible. 

On prepare six echantillons de lait contenant respectivement 0; 2; 2,5; 3; 4 et 
5 ppb de peniciliine G. Chacune de ces solutions est alors analy ee de la maniere 
suivante. 
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On preleve un aliquot de 200 til d'echantillon de lait et 32,8 ul de solution B 
preparee a 1'exemple 2.2.3. que Von place dans un tube Eppendorf. Ce melange est 
incube pendant 5 minutes a 47°C. On place ensuite un dispositif d'essai venicalement 
dans le tube Eppendorf de maniere a ce que la premiere extremite du dispositif d'essai 
5 soit en contact avec le melange. On laisse migrer le melange sur le dispositif d'essai 
tout en incubant l'ensemble pendant 2 minutes a 47°C. 

Le Tableau 2 ci-dessous reprend les resultats obtenus pour les 7 echantillons 
testes. Une valeur d 'intensite allant de 0 a 10 est attribuee aux bandes detectees. la 
valeur 10 etant donnee pour la bande la plus intense et la valeur 0 etant donnee pour 
10 la bande la moins intense. Selon cette echelle, on attribue une valeur 6 a la bande de 
reference. L'intensite du signal observe dans la premiere bande de detection est 
inversement proportionnelle a la quantite de penicilline G presente dans l'echantillon. 

Tableau 2 



15 Penicilline G Intensite 

fppbl lere bande 2eme bande 

0 10 6 

2 7 6 

2,5 5 6 

20 3 4 6 

4 1 6 

5 0 6 



Dans cet exemple, lorsque la premiere bande a une intensite inferieure a celle de 
25 la bande de reference, le test est considere comme positif. Les resultats presentes 
dans le Tableau 2 montrent que ce test permet de detecter en 7 minutes jusqu'a 
2,5 ppb de penicilline G dans un echantillon de lait. 

Exemple 3. Determination d'antibiotiques a noyau p-lactame dans le lait au moyen de 
30 BlaR. 

Cet exemple illustre la detection dans le lait d'antibiotiques a noyau P-lactame 
controles par les autorites sanitaires. Le test decrit dans cet exemple utilise le 
recepteur BlaR-CTD couple a des billes d'or qui servent d'agents de marquage et utilise 
un support se presentant sous la forme d\in dispositif d'essai comprenant un support 
35 solide sur lequel des membranes sont fixees. 

3.1. Couplage de BlaR-CTD (Identifiant) aux bules d'or (Marqueur). 
3.1.1. Biotinylation de BlaR-CTD. 
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3,79 ml d'une solution d'agent de reconnaissance BlaR-CTD a 6.6 mg/mi sont 
repris en tampon Phosphate de sodium 20 mM pH 7. On ajoute alors a cette solution 
de BlaR-CTD 41 ,71 ml de tampon bicarbonate (0,1 M en bicarbonate de sodium. pH 91 
et 2 ml d'une solution d'ester 6-(biotinamido)caproique de N-hydroxy-succinimide a 

5 2.23 mg/ml egaiement en tampon bicarbonate. Cette solution est agitee doucement 
sur agitateur pour tubes sur axe rotatif de type LAB1NCO (disponible chez VEL % 
Belgique) a une vitesse de 2 tours /minute pendant 2 heures a temperature ambiante 
et a I'abri de la lumiere. 2,5 ml d'une solution de tampon Tris 1 M pH 8 sont incubes 
avec le melange reaction nel dans les memes conditions pendant 30 minutes. La 

10 solution ainsi obtenue est dialysee contre du tampon HNM (Hepes lOOmM. pH 8, NaCl 
100 mM, MgCb 50 mM) pendant 24 heures. De cette maniere, on obtient une solution 
de BlaR-CTD biotinyle que I'on dilue dans du tampon HNM-BSA (Hepes 500 mM, pH 8. 
NaCl 500 mM, MgCb 250 mM, BSA 10 mg/ml) jusqu'a une concentration de 250 ug de 
BlaR-CTD biotinyle par ml de tampon. Cette solution est stockee a -20 °C. 

15 

3.1.2. Agent de marquage. 

Comme agent de marquage, on utilise des particules d'or ayant un diametre de 
40 nm, sur lesquelles un anticorps de chevre anti-biotine a ete depose sous la forme 
de suspensions dans une solution aqueuse de tetraborate de sodium a 2 mM a pH 7,2, 
20 stabilisee par de I'azoture de sodium a 0, 1% (disponible chez BRITISH BIO CELL (Ref. 
GAB40). La densite optique de ces suspensions a 520 nm est d'environ 10 et la 
concentration en proteine est d'environ 24 pg/ml. 

i 

.v. 

3.1.3. Couplage de BlaR-CTD biotinyle aux bilies d'or. 

25 La solution de BlaR-CTD biotinyle preparee a I'exemple 3.1.1 est diluee 1 14,7 

fois par du tampon HNM-BSA (Hepes 500 mM, pH 8, NaCl 500 mM, MgCl 2 250 mM, 
BSA 10 mg/ml). On melange a temperature ambiante 22,5 parties en volume de cett 
solution diluee de BlaR-CTD biotinyle, 7,5 parties en volume de tampon HNM-BSA, 
9,27 parties en volume de suspension de particules d'or servant a marquer BlaR-CTD 

30 biotinyle et 6 parties en volume de suspension de particules d'or de reference {voir 
exemple 3.1.4 ci-dessous). 

3.1.4. Reference independante. 

Dans ce test, on utilise egaiement une substance de reference qui fournit une 
35 bande dont l'intensite permet de quantifier rapidement la quantite d'antibiotique 
present dans 1'echantillon. 

Pour cela, on utilise des particules d'or de 40 nm sur lesquelles un anticorps de 
chevre anti-Immuno globulin e de lapin a ete depose. Ces particules sont disponibles 
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chez BRITISH BIOCELL (Ref. GAR40), sous la forme de suspensions dans une solution 
aqueuse de tetraborate de sodium a 2 mM a pH 7,2, stabilisee par de 1'azorure de 
sodium a 0,1%. La densite optique de ces suspensions a 520 nm est d'environ 3 et la 
concentration en proteine est d'environ 6 ug/ml. 

5 

3.2. Substances de capture 

3.2. 1 . Premiere substance de capture - Antibiotique de reference. 

8 ml d'une solution contenant 213 mg de Gamma Globuline Humaine (G4386, 
Sigma) et 8,6 mg de chlorhydrate de 2-Iminothiolane (Aldrich, 33056-6) dans du 
10 tampon carbonate de sodium (100 mM, pH 9) sont incubes pendant une heure a 25°C. 

Par ailleurs, 20 ml d'une solution contenant 1 19,8 mg de cephalosporine-C et 
54 mg de sulfosuccinimidyl 4 ^(N-maleimidomethyl)cyclohexane-l -carbonate (sSMCC, 
22322 Piercejdans du tampon carbonate de sodium (100 mM, pH 9) sont incubes 
pendant une heure a 25°C. 
15 Les deux solutions preparees precedemment sont ensuite melangees. On 

ajuste le pH de la solution resultante a 7,1 par ajout de 3 ml NaHoP0 4 500 mM et Ton 
incube pendant deux heures a 25*0. Le melange obtenu apres incubation est dialyse 
trois fois centre 1 litre de tampon phosphate de sodium (10 mM, pH 7,5). La solution 
resultante est filtree sur un filtre a 0,22 jim, puis elle est aliquotee et congelee a -20°C 
20 jusqu'a utilisation. 

Lors de Utilisation , les aliquotes sont decongelees, et on y ajoute un colorant 
alimentaire avant d'effectuer le depot sur la membrane afin d'apprecier a tout moment 
la position exacte du depot et la qualite du trait. 

La premiere substance de capture permet de fixer BlaR-CTD couple aux biUes 
25 d'or present en excedent par rapport a la quantite d'antibiotique present dans 
Techantillon. 

3.2.2. Deuxieme substance de capture - Substance capable de Oxer la reference 
independante. 

30 Pour la deuxieme substance de capture, on utilise une solution 

d'immunoglobuline de lapin (Sigma I 5006) a une concentration de 0,5 mg/ml en 
immunoglobuline dans du tampon phosphate de sodium 10 mM, pH 7,5, gamma 
globuline humaine 5 mg/ml. Cette seconde substance de capture arrete la reference 
independante lors de la migration du liquide sur le dispositif d'essai. 

35 

3.3 Dispositif d'essai. 

On utilise des dispositifs d'essai contenant les membranes (2), (3) et (4), 
assembles selon le mode operatoire decrit a rexemple 1.1. La membrane (3) de ces 
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dispositifs porte du cote proximal !a substance de capture decrite a I'exemple 3.2. 1. ei 
du cote distal la substance de capture decrite a I'exemple 3.2.2. Les substances de 
capture ont ete deposees selon le procede decrit a I'exemple 1.2. 

5 3.4. Determination des antibiotiques dans le lait. 
3.4. 1 .. Test en 3 minutes - Test rapide 

On prepare 7 echantillons de lait frais contenant respectivement 0: 1 :2:3;4;5 et 
6 ppb de penicilline G. Chacune de ces solutions est alors analysee de la maniere 
suivante : 

10 On preleve un aliquot de 200 pi d'echantillon de lait et 45.27 pi de solution 

preparee a I'exemple 3.1.3 que Ton place dans une fiole en verre. Ce melange est 
incube pendant 1 minute a 47°C. On prend un dispositif d'essai que l'on place 
verticalement dans la fiole en verre de maniere a ce que la premiere extremite du v 
dispositif d'essai soit en contact avec le melange et de maniere a ce que la seconde 

15 extremite repose sur la paroi de la fiole en verre, On laisse mi grer le melange sur le 
dispositif d'essai tout en incubant l'ensemble pendant 2 minutes a 47°C. 

Le Tableau 1 ci-dessous reprend les resultats obtenus pour les 7 echantillons 
testes. Une valeur d'intensite allant de 0 a 10 est attribuee aux bandes detectees, la 
valeur 10 etant donnee pour la bande la plus intense et la valeur 0 etant donnee pour 

20 la bande la moins intense. Selon cette echelle, on attribue une valeur de 6 a la bande 
de reference. L'intensite du signal observe dans la premiere bande est inversement 
proportionnelle a la quanute de Penicilline G presente dans 1'echantillon. 

Tableau 1 

Penicilline G Intensite 



25 


(ppb) 


lere bande 


2eme bande 




0 


10 


6 




1 


9 


6 




2 


9 


6 




3 


4 


6 


30 


4 


0 


6 




5 


0 


6 




6 


o 


6 



Dans cet exemple, lorsque la premiere bande a une intensite inferieure a celle 
35 de la deuxieme bande, le test est considere comme positif. Les resultats prcsentes 
dans le Tableau 1 m ntrent que ce test permet de detecter en 3 minutes m ins de 
4 ppb de penicilline G dans un echantillon de lait. 
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Des essais ont egaJement ete realises avec d'autres amibiotiques a noyau 
(Hactame dans les memes conditions. Ce test realise en 3 minutes permet de detecter 
l'amoxicilline jusqu'a 5 ppb, rampicilline jusqu'a 5 ppb, la cloxaciiline a moins de 
10 ppb, la dicloxacilline a moins de 20 ppb, Toxacilline a moins de 20 ppb et la 
5 cephapirine jusqu'a 20 ppb dans un echantillon de lait. 

1.3.2. Test en 5 minutes 

On prepare 6 echantillons de lait frais contenant respectivement 0:2:4:6:8 et 
10 ppb de cloxaciiline. Chacune de ces solutions est alors analysee de la maniere 
10 suivarite. 

On preleve un aliquot de 200 ul d 'echantillon de lait et 45.27 pi de solution 
preparee a l'exemple 3.1.3 que Ton place dans une fiole en verre. Ce melange est 
incube pendant 3 minutes a 47°C. On prend un dispositif d'essai que Ton place 
verticalement dans la fiole en verre de maniere a ce que la premiere extremite du 
15 dispositif d'essai soit en contact avec le melange et de maniere a ce que la seconde 
extremite repose. sur la paroi de La fiole en verre. On laisse migrer le melange sur le 
dispositif d'essai tout en incubant l'ensemble pendant 2 minutes a 47°C. 

Le Tableau 2 ci-dessous reprend les resultats obtenus pour les 6 echantillons 
testes. Une valeur d'intensite allant de 0 a 10 est attribuee aux bandes detectees, la 
20 valeur 10 etant donnee pour la bande la plus intense et la valeur 0 etant donnee pour 
la bande la moiris intense. Selon cette echelle, on attribue une valeur de 6 a la bande 
de reference. L'intensite du signal observe dans la premiere bande est inversement 
proportionneile a la quantite de Cloxaciiline presente dans rechantillon. 

Tableau 2 

25 Cloxaciiline Intensite 



(ppb) lere bande 2eme bande 

0 10 6 

2 6 6 

4 5 6 

30 6 3 6 

8 3 6 

10 3 6 



Dans cet exemple, lorsque la premiere bande a une intensite inferieure a celle 
35 de la deuxieme bande, le test est considere comme positif. Les resultats presentes 

dans le Tableau 2 montrent que ce test permet de detecter en 5 minutes jusqu'a 4 ppb 
de cloxaciiline dans un echantillon de lait. 
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Des essais ont egaJement ete realises avec d'autres aniibiouques a noyau 
;Mactarne dans ies memes conditions. Ce test realise en 5 minutes permet de detecter 
la peniciiline G jusqu'a 3 ppb. ramoxicilline jusqu'a 4 ppb. raropicilline jusqu'a 4 ppb, 
la dicloxaciiiine jusqu'a 8 ppb. l'oxaciiline jusqu'a 8 ppb. la cephapirine jusqu'a 
5 16 ppb, le ceftiofur jusqu'a 100 ppb, la cefquinone a moins de 20 ppb, la nafcilline 
jusqu'a 20 ppb et la cefazoiine jusqu'a 60 ppb dans un echantiilon de lait. 

Ce test convient particulierement bien comme test de tri avant ie depotage des 
camions de lait dans les siios. 

10 1.3.3. Test en 9 minutes 

On prepare 6 echantillons de lait frais contenant respectivement 0,4:6:8: 10 et 
12 ppb de cephapirine. Chacune de ces solutions est alors analysee de la maniere 
suivante. 

On preleve un aliquot de 200 ill d'echantillon de lait et 45.27 ul de solution 
15 preparee a l'exemple 3.1.3 que Ton place dans une Hole en verre. Ce melange est 
incube pendant 7 minutes a 47°C. On prend un dispositif d'essai que Ton place 
verticalement dans la fiole en verre de maniere a ce que la premiere extremite du 
disposiuf d'essai soit en contact avec le melange et de maniere a ce que la seconde 
extremite repose sur la paroi de la fiole en verre., On laisse migrer le melange sur le 
20 dispositif d'essai tout en incubant i'ensemble pendant 2 minutes a 47°C. 

Le Tableau 3 ci-dessous reprend les resultats obtenus pour les 6 echantillons 
testes. Une valeur dlntensite allant de 0 a 10 est attribuee aux bandes detectees, la 
valeur 10 etant donnee pour la bande la plus intense et la valeur 0 etant donnee pour 
la bande la moins intense. Selon cette echelle, on attribue une valeur de 6 a la bande 
25 de reference. L'intensite du signal observe dans la premiere bande est inversement 
proportionnelle a la quantite de Cephapirine presente dans l'echantillon. 

Tableau 3 

Cephapirine Intensite 

fppbl lere bande 2eme bande 

0 10 6 

4 6 6 

; ; 5 . . 6 ' 

8 4 6 

10 3 6 

12 3 6 



30 



35 



Dans cet exemple, lorsque la premiere bande a une intensite inferieure a celle 
de la deuxieme bande, le test est considere comme positif. Us resultats presentes 
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dans le Tableau 3 montrent que ce test penrtet de detecter en 9 minutes jusqu'a 6 ppb 

de cephapirine dans un echantillon de lait. 

Des essais ont egalement ete realises avec d'autres antibiotiques a noyau 

(Mactame dans les memes conditions. Ce test realise en 9 minutes permet de detecter 
5 la penicilline G jusqu'a 3 ppb, l'amoxicilline jusqu'a 4 ppb, I'ampicilline jusqu'a 4 ppb, 

la cloxacilline jusqu'a 4 ppb, la dicloxacilline a moins de 8 ppb, l'oxacilline a moins de 

8 ppb. le ceftiofur jusqu'a 80 ppb, la cefquinone a moins de 20 ppb, la nafcilline a 

moins de 20 ppb et la cefazoline jusqu'a 45 ppb dans un echantillon de lait. 

Ce test realise en 9 minutes permet done de detecter tous les antibiotiques 
10 controles actuellement par les autorites europeennes, et ce, jusqu'aux limites legates 

imposees par ces au writes. 

1.3.4. Test en 20 minutes 

On prepare 6 echantillons de lait frais contenant respectivement 0;20;30;40;50 
15 et 60 ppb de ceftiofur. Chacune de ces solutions est alors analysee de la maniere 
suivante. 

On preleve un aliquot de 200 nl d'echantillon de lait et 45.27 ul de solution 
preparee a 1'exemple 3. 1.3 que l'on place dans une fiole en verre. Ce melange est 
incube pendant 18 minutes a 47°C. On prend un dispositif d'essai que l'on place 

20 verticalement dans la fiole en verre de maniere a ce que la premiere extremite du 
dispositif d'essai soit en contact avec le melange et de maniere a ce que la seconde 
extremite repose sur la paroi de la fiole en verre. On laisse migrer le melange sur le 
dispositif d'essai tout en incubant l'ensemble pendant 2 minutes a 47°C. 

Le Tableau 4 ci-dessous reprend les resultats obtenus pour les 6 echantillons 

25 testes. Une valeur dlntensite allant de 0 a 10 est attribuee aux bandes detectees, la 
valeur 10 etant donnee pour la bande la plus intense et la valeur 0 etant donnee pour 
la bande la moins intense. Selon cette echelle, on attribue une valeur de 6 a la bande 
de reference. L'intensite du signal observe dans la premiere bande est inversement 
proportionnelle a la quantite de Ceftiofur presente dans rechantillon. 
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35 



10 



15 



20 



Ceftiofur 
fpob) 
0 

20 
30 
40 
50 
60 



Tableau 4 

Intensite 
lere bande 
10 
6 
5 
4 
3 
3 



2eroe bande 
6 
6 
6 
6 
6 
6 



Dans cet example, lorsque la premiere bande a une intensite inferieure a celle de 
la deuxieme bande. le test est considere comme positif. Les resultats presentes dans 
le Tableau 4 montrent que ce test permet de detecter en 20 minutes jusqu a 30 ppb de 
ceftiofur dans un echantillon de lait. 

Ce test en 20 minutes permet done de detecter en un seul test tous les 
antibiotiques controies actuellement par les autorites europeennes et americaines, et 
ce, jusqu'aux limites legales imposees par ces autorites. 

Exemple 4. Utilisation d'un dispositif d'essai dans un carter plastique. 

On utilise un dispositif d'essai tel que decrit a Texemple 1.6. Dans ce cas, la 
mise en contact de rechantillon avec le dispositif d'essai s'effectue en deposant le 
melange incube dans 1'ouverture en forme de cuvette prevue a cet effet. 
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REVENDICATIONS 

; ■; Dispositif d'essai permettant de detecter la presence d'analytes dans un produit 
laitier liquide par migration capillaire tangentielle dudit produit laitier. 
comprenant un support solide (1) qui possede une premiere et une seconde 
5 extremite, sur lequel sont fixees. successivement, en partant de (a premiere 

extremite. 

une membrane (2) permettant la purification du liquide analyse, 
une membrane (3) sur laquelle une ou plusieurs substances de capture 
sont immobilisees, et 
10 - une membrane (4) absorbante, 

caracterise en ce que la membrane (2) est capable de retenir les substances presentes 
dans le produit laitier, qui empechent la migration sur le dispositif d'essai des 
analytes eventuellement presents dans le produit laitier et des reactifs de 
detection utilises selon la methode prauquee, et ce, lors de la migration capillaire 
15 tangentielle de l'echantillon apres trempage de la premiere extremite du dispositif 

d'essai dans le produit laitier analyse. 

2. Dispositif selon la revendication 1, caracterise en ce que la membrane (2) est la 
membrane Leukosorb. 

20 

3. Dispositif d'essai selon les revendications 1 ou 2, caracterise en ce qu'il possede 
en outre une membrane (5) sur laquelle au moins un reactif de detection a ete 
depose, la membrane (5) etant situee avant la membrane (3). 

25 4. Dispositif d'essai selon les revendications 1 a 3, caracterise en ce que les 
membranes sont recouvertes completement ou partiellement par un film 
plastique adhesif (6). 

5. Dispositif d'essai selon la revendication 4, caracterise en ce que le film plastique 
30 (6) ne recouvre pas les premiers millimetres du dispositif d'essai. 

6. Dispositif d'essai selon les revendications 1 a 4, caracterise en ce qu r u est place 
dans un boitier plastique presentant une ouverture en forme de cuvette au- 
dessus de la membrane (2) et une fenetre d'ouverture au-dessus de la membrane 

35 (3). 
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7. Procede pour la detection d'analytes dans un produil laitier liquide. utilisant un 
dispositif d'essai selon Tune quelconque des revendications 1 a 6 ainsi que des 
reactifs de detection, comprenant les etapes suivantes: 

a) la mise en contact d'un volume determine de produit laitier avec le 

5 dispositif d'essai selon la presente invention, cette mise en contact ayant 

lieu a la premiere extremite du dispositif d'essai, 

b) la migration tangentielle par capillarite du produit laitier sur le dispositif 
d'essai de maniere a ce que les analytes et les reactifs de detection 
eventuellement presents dans le produit laitier passent progressivement 

10 sur la membrane (2), puis la membrane (3), et de maniere a ce que les 

constituants du produit laitier qui ne sont pas arrctes par les membranes 
(2) et (3) aboutissent dans la membrane (4), et 

c) la determination d'une fixation sur la membrane (3). 

15 8. Precede selon la revendication 7, caracterise en ce que les reactifs de detection 
comprennent au moms une substance capable de reconnaitre specifiquement 
I'analvte ou une substance analogue de cet analyte et au moins un agent de 
marquage. 

20 9. Procede selon la revendication 8. caracterise en ce qu'au moins une substance 
capable de reconnaitre specifiquement l'analyte ou une substance analogue de 
cet analyte est couplee a au moins un agent de marquage. 



10. 



Procede selon les revendications 8 ou 9, caracterise en ce que l'agent de 



25 marquage 



est fluorescent, particulate, radioactif. luminescent ou enzymatique. 



11. Procede selon les revendication 7 a 10, caracterise en ce qu'au moins un reactif 
de detection est ajoute avant l'etape a). 

30 12. Procede selon la revendication 11. caracterise en ce que le melange prepare 

avant l'etape a) est maintenu dans des conditions d'incubation permettant a IMn 
des reactifs de detection de former un complexe stable et essentiellement 
irreversible avec l'analyte ou une substance analogue de cet analyte. 



35 13. 



Procede selon les revendications 8 a 12, caracterise en ce que les reactifs de 
detection comprennent en outre au moins une substance de reference. 
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14. Precede selon les revendicauons 7 a 13. caracterise en ce que i'anaiyte est une 
tetracycline, telle que tetracycline, oxy tetracycline ou chlonetracycline. 

15. Procede selon les revendications 7 a 13. caracterise en ce que l'analyte est. d'une 
part une proteine exogene du produit laitier liquide, par exemple une proteine 
etrangere, ou, d'autre part, une proteine endogene du produit laitier, par 
exemple une hormone telle que la progesterone ou lnormone de croissance. 



10 16. Procede selon les revendications 7 a 13. caracterise en ce que l'analyte est un 
antibiotique a noyau P-lactame. 

17. Procede selon la revendication 7 a 13, caracterise en ce que l'analyte est choisi 
parmi le groupe constitue par benzylpenicilline (ou penicilline G), ampicilline. 

15 amoxicilline, carbenicilline, methylcilline, cloxacilline, 6-APA, monolactame, 

aztreoname, mecilliname, cephalexins cephaloglycine, cephaloridine, 
nitrocephine, cefatoxime, cefuroxime, ceftiofur, cephapyrine, 7-ACA. 

18. Procede selon les revendications 8 a 17, caracterise en ce que la substance 

20 capable de reconnaitre specifiquement l'analyte ou une substance analogue de 

Tanalyte est choisie parmi les recepteurs capables de former un complexe stable 
et essentiellement irreversible avec Tanalyte ou une substance analogue de 
l'analyte et les anticorps monoclonaux ou polyclonaux specifiques de l'analyte ou 
d'une substance analogue de l'analyte. 

25 

19. Procede selon la revendication 18,' caracterise en ce que la substance capable de 
reconnaitre specifiquement l'analyte ou une substance analogue de Tanalyte est 
un recepteur obtenu a partir d*un microorganisme sensible aux antibiotiques, tel 
que les recepteurs obtenus a partir des especes Bacillus , Streptococus ou 

30 Actinomvcetes . 

20. Procede selon les revendicauons 18 ou 19, caracterise en ce que la substance 
capable de reconnaitre specifiquement l'analyte ou une substance analogue de 
l'analyte est un recepteur sensible aux antibiotiques a noyau p-lactame obtenu a 

35 partir de Bacillus licheniformis . . 



BNSOOCIO: «W0 99tB439A1 J. > 



WO 99/18439 



2° 



PCI7BE98/00147 



21. ■ Procede seion ia revendicauon 20. caracterise en ce que le. recepteur sensible aux 
aux antibiotiques a noyau (Mactame obtenu a partir de Bacillus licheniformis est 
ie recepteur BlaR ou le recepteur BlaR-CTD. 

5 22. Procede de preparation d'un dispositif d'essai selon Tune queiconque des 

revendications 1 a 6, caractense en ce qu'on prepare des cartes a partir du 
support solide (1) recouvert d'un adhesif et des membranes au moyen d'un 
laminateur, que Ton depose les solutions de capture sur la membrane J3), puis 
que Ton decoupe les cartes en lamelles. chacune de ces lamelles constituant un 

10 dispositif d'essai. 

23. Trousse d'essai com prenant un dispositif d'essai selon les revendications I a 6. 
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